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               研究目的
 興奮性神経伝達であるグルタミン酸は, 虚血状態で過剰放出され, 細胞死を引き起こす興奮毒
 として知られている。 生体内でグルタミン酸は, グルタミン酸脱炭素酵素 (Glutamic acid dec
 arboxylase, GAD) によりγ一アミノ酪酸 (γ一aminobutyric acid, GABA) に変換され,
 GABA はγ一アミノ酪酸アミノトランスフェラーゼ (γ一aminobutyric acid aminotransferase,
 GABA-T) によってコハク酸セミアルデヒド (succinic semialdehyde, SSA) に変換される一
 連の過程がある。 虚血網膜, 糖尿病性網膜において, 免疫組織化学的に GABA がミューラー細
 胞に集積する報告がなされている。 我々はラット急性虚血網膜において, GABA がミューラー
 細胞に集積するメ カニズム を調べるために, グルタミ ン酸及び GABA の虚血による経時的変化
 について免疫組織化学的に, また GAD 活性, GABA-丁 活性を調べた。
               研究結果
 Sprague-Dawley rat (SD ラッ ト) の球後視神経を0, 30, 60, 90 分間クリップで結紮し虚
 血状態にした。 家兎抗 グルタミン酸 F(ab') 2, 家兎抗 GABA F(ab')2 を用い銀増感法でコント
 ロール, およ び経時的明順応虚血ラット網膜における各層のグルタミン酸, GABA 様免疫組織
 化学反応を調べた。
 グルタミ ン酸様免疫反応産物は, シャムオペレーショ ンコントロールでは網膜全体, 特に神経
 節細胞層, 内網状層に強く認められた。 視神経内節には中等度に認められた。 虚血 30 分では内
 顆粒層, 外網状層に認められ, 虚血60 分では外顆粒層にも強い集積が認められた。 虚血 90 分で
 は外網状層, 外顆粒層の集積が更に明らかになった。
 GABA 様免疫反応産物は, シャムオペレーションコントロールでは神経節細胞層, 内網状層,
 内顆粒層に認められた。 しかし外顆粒層のミューラー細胞には認められなかった。 虚血 30 分で
 は著しい変化は認められなかった。 虚血 60 分では内顆粒層のミューラー細胞 perikarya,
 endfeet にも非常に強い集積が認められた。 60 分以上の虚血になるとミューラー細胞の distal
 portion にも強い集積が認められた。 一方, シャムオペレーショ ンコントロールに認められた内
 顆粒層のアマクリン細胞での集積は, 虚血時間が長くなるほど集積が認められにくくなった。
 これらの結果から急性虚血状態が, グルタミン酸脱炭素酵素 (Glutamic acid decarboxylas島
 GAD) 活性, γ一アミノ酪酸アミノ トランスフェラーゼ (γ一aminobutyric acid aminotransferase,
 GABA-T) 活性に影響を及ぼしている可能性が考えられた。 そこで未処置正常網膜, シャムオペ
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 レーショ ンコントロール, 90 分虚血網膜において各々の酵素活性を測定した。 GAD 活性は, 未
 処置正常網膜:36.5±6.lnmol/mg/30min (mean±SD) (n=7), シャムオペレーショ ンコント
 ロール:38.7±6.6 (n=10), 90 分虚血網膜:37.4±4.2 (n=10) で正常及びシャムオペレーショ
 ンコントロールとの間に有意差がなかった。 しかし GABA-丁 活性は, 未処置正常網膜:153.0±
 8.4nmol/mg/hr (mean±SD) (n=5), シャムオペレーションコ ントロール:175.9±29.7 (n=
 10), 90分虚血網膜:89.8±22.4 (n=10) で, 虚血網膜において各コントロールに比べ, 約49
 %の低下を認めた (t検定, p<0.001)。
             研究の意義・独創的な点
 虚血網膜において, 免疫組織化学的に GABA がミューラー細胞に集積するメカニズム は分かっ
 ていない。 我々の結果か ら虚血網膜では, GAD 活性に変化はなく, GABA-丁 活性が低下する事
 が分かった。 このことは虚血状態でもグルタミン酸から GAD による GABA への変換が行われ
 るが, GABA-丁 活性が低下するためにミューラー細胞に GABA が蓄積されると考えられた。






 胞が虚血状態に陥ったとき過剰に放出され神経毒と して働くことが知られるようになった。 さら
 にグルタミ ン酸はグルタミ ン酸脱炭酸酵素およびγアミノ酪酸ア ミノ トラ ンスフェラーゼの働き
 によってγアミノ酪酸およびコハク酸セミアルデヒ ドに変換されることが知られている。 本研究
 は虚血に陥った網膜において, このような神経毒性を発揮する グルタミ ン酸がどのような代謝過
 程にあってその代謝酵素を含めた変化によって毒性を発揮するかについて研究 した ものであ る。
 網膜虚血のモデル は網膜中心動静脈を含ん だ視神経をクリップで結紮するこ とによ って作成 し
 た。 そ して虚血の乱差による変化を網膜各層のグルタミン酸およびγアミノ酪酸の免疫組織科学
 でその濃度を調べた。 さらにグルタミン酸の代謝に深くかかわる先の2つの酵素活性, グルタミ
 ン酸脱炭素酵素とγア ミノ酪酸アミノ トラ ンスフェラーゼ活性をそれぞれの虚血網膜において測
 定 した。
 その結果正常コン トロール網膜ではグルタミン酸は網膜全体特に神経節細胞層, 内網状層に強
 く認められるのに対し, 虚血状態に陥ると内顆粒層, 内網状層に認められ, さらに虚血時間が長
 くなると内顆粒層にも蓄積することが明 らかになった。 これに対しγアミノ酪酸は正常網膜では
 神経節細胞層, 内網状層, 内顆粒層に認められるのに対し, 虚血網膜では内顆粒層に相当する部
 のミューラー細胞に強く集積が認められた。 ま た, 同じく 虚血時間が長くなるとミューラー細胞
 の遠位部にも強く集積することが明 らかになつ た。
 さ らにこれ らの 酵素活性に及 ぼす虚血の影響は グルタミ ン酸脱炭酸酵素に対 して は虚血時間に
 影響されずにほとんど変化がないのに対 し, γアミノ酪酸アミノ トランスフェラーゼ活性は虚血
 によって大きくその活性を低下させることが明らかになった。
 これ らの実験から虚血状態においては グルタミ ン酸はγアミノ酪酸に変換されミューラー細胞
 に蓄積される が, その代謝酵素であるγアミノ酪酸アミノ トラ ンスフェラーゼ活性が低下するた
 めにミューラー細胞に蓄積することが明らかとなった。 これは虚血状態における神経細胞が毒性
 を持つ神経伝達物質グルタミン酸をγアミノ酪酸に変換させ, 毒性を軽減させる方向で働いてい
 る可能性を示す重要な発見である。 予備審査で指摘された点も改編されており, 博士論文として
 十分価値あるものである。
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